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◇临床研究◇

肾素抑制剂阿利吉仑对阿霉素肾病小鼠肾损伤及

足细胞ｎｅｐｈｒｉｎ表达的影响
伍巧源１，２，廖蕴华１，杨桢华１，郭　谊３，周颖川４，陈一强５

（广西医科大学：１．第一附属医院肾内科，２．研究生院，３．第一附属医院检验科，

４．第一附属医院病理科，５．第一附属医院呼吸科，广西南宁　５３００２１）

摘要：目的　观察肾素抑制剂阿利吉仑对阿霉素肾病小鼠肾损伤的保护作用及对足细胞ｎｅｐｈｒｉｎ表达的影响。
方法　通过尾静脉注射阿霉素建立小鼠阿霉素肾病模型后给予阿利吉仑，另设正常对照组及阿霉素肾病对照组；比
较不同组别尿蛋白及肾功能的差异；肾组织石蜡切片行ＰＡＳ、ＨＥ和Ｍａｓｓｏｎ染色，观察各组肾小球硬化程度和肾小管
损害程度。ＲＴ－ＰＣＲ及 Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ检测各组ｎｅｐｈｒｉｎ的表达。结果　阿霉素肾病小鼠表现为蛋白尿、低蛋白血症并
伴有进行性肾功能下降，病理表现为肾小球硬化及小管间质损害；阿利吉仑可使蛋白尿状况显著改善，血清白蛋白上
升，肾功能恶化得以延缓（Ｐ＜０．０５），肾小球硬化和小管间质损害程度明显改善（Ｐ＜０．０５）。阿霉素肾病小鼠ｎｅｐｈｒｉｎ
ｍＲＮＡ及蛋白表达水平均显著低于正常对照组，给予阿利吉仑干预后ｎｅｐｈｒｉｎ　ｍＲＮＡ及蛋白表达水平有显著上升
（Ｐ＜０．０５）。结论　阿利吉仑对小鼠阿霉素肾病有良好的保护作用，该作用至少部分与其上调肾小球足细胞ｎｅｐｈｒｉｎ
的表达有关。
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　　肾素－血管紧张素系统（ｒｅｎｉｎ－ａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎ　ｓｙｓ－
ｔｅｍ，ＲＡＳ）过度激活是肾脏疾病发生发展的重要机

制之一，抑制 ＲＡＳ系统是治疗肾脏病的有效途径。

但是由于ＲＡＳ系统的负反馈调节机制，应用血管紧

张素转换酶抑制剂（ａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎ－ｃｏｎｖｅｒｔｉｎｇ　ｅｎｚｙｍｅ

ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ，ＡＣＥＩ））或血管紧张素受体阻断剂（ａｎｇｉｏ－
ｔｅｎｓｉｎ　ｒｅｃｅｐｔｏｒ　ｂｌｏｃｋｅｒ，ＡＲＢ）会使体内肾素和血管

紧张素（ａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎ，ＡｎｇⅡ）代偿性增加，这种对

ＲＡＳ的不完全阻断作用限制了ＡＣＥⅠ或ＡＲＢ的肾

脏保护作用。阿利吉仑是新型肾素抑制剂，可阻断

ＲＡＳ的初始步骤，使 ＡｎｇⅠ、ＡｎｇⅡ水平明显减低，

能更彻底地阻断ＲＡＳ系统；很多研究已经表明该药

在保护肾脏方面有其独特的优势。但目前研究主要

集中于阿利吉仑对糖尿病肾病的保护作用［１］。本文

通过建立小鼠阿霉素肾病模型，观察阿利吉仑对该模

型尿蛋白及肾脏病理改变的影响，及对足细胞ｎｅｐｈ－
ｒｉｎ表达的影响。

１　材料与方法

１．１　小鼠阿霉素肾病模型的建立、分组与取材　１８
只８周龄、雄性ＢＡＬＢ／ｃ小鼠分为３组：分别为正常

对照组、阿霉素组及阿霉素＋阿利吉仑治疗组（后２
组均一次性尾静脉注射阿霉素（１０ｍｇ／ｋｇ）建立小鼠

阿霉素肾病模型；之后阿霉素＋阿利吉仑治疗组给予

阿利吉仑［３ｍｇ／（ｋｇ·ｄ），瑞士诺华制药有限公司］

灌胃。正常对照组一次性尾静脉注射等量生理盐水。

阿霉素注射后第６周所有小鼠行２４ｈ尿蛋白定

量测定；心脏穿刺取血标本，测血清血肌酐、总蛋白、

白蛋白和胆固醇。随后处死小鼠。部分肾组织以

１００ｍＬ／Ｌ甲醛固定，石蜡包埋；其余肾组织液氮冷

冻，－８０℃保存备用。

１．２　肾脏组织学常规检查　肾组织石蜡切片行

ＰＡＳ、ＨＥ和 Ｍａｓｓｏｎ染色，观察肾组织肾小球硬化程

度和肾小管损害程度。肾小球硬化定义为在一毛细

血管襻节段内出现ＰＡＳ染色阳性物质引起的系膜区

扩张、球囊粘连和毛细血管襻塌陷。肾小球硬化程度

按０～４分的半定量计分方法评价：无硬化改变为０
分；硬化占整个肾小球面积的２５％以下为１分；占整

个肾小球面积的２６％～５０％为２分；占整个肾小球

面积的５１％～７５％为３分；占整个肾小球面积的

７６％～１００％为４分。每只小鼠肾小球硬化的最终评

分为所评价的小鼠所有肾小球计分的平均值。每只

小鼠至少评价３０个肾小球，结果表示为均数±标准

误，评分采用盲法。肾小管间质的损伤定义为近端小

管刷状缘消失、肾小管扩张、萎缩以及间质纤维化形

成，按程度以０～４分的半定量计分方法评价：正常为

０分；小管间质损害＜２５％１分；小管间质损害２５％

～５０％为２分；小管间质损害５１％～７５％３分；小管

间质损害＞７５％为４分。每只小鼠至少评价３０个连

续非重叠的皮质区高倍镜下视野（×４００），最终评分

由所有高倍镜下视野计分的平均值得出，结果表示为

均数±标准误，评分采用盲法。

１．３　ＲＴ－ＰＣＲ检测肾组织ｎｅｐｈｒｉｎ　ｍＲＮＡ的表达　
Ｔｒｉｚｏｌ法提取肾皮质总ＲＮＡ，取２μｇ　ＲＮＡ进行逆

转录合成ｃＤＮＡ。ｎｅｐｈｒｉｎ正义引物、反义引物序列

分别为 ５′－ＧＧＧＧＡＣＣＣＣＴＣＴＡＴＧＡＴＧＡＡ－３′、５′－
ＧＴＧＡＡＧＣＧＴＣＴＣＡＣＡＣＣＡＧＡ－３′，产物为１７１ｂｐ。

ＧＡＰＤＨ正义引物、反义引物序列分别为５′－ＣＴＡＣ－
ＣＣＣＣＡＡＴＧＴＧＴＣＣＧＴＣ－３′、５′－ＡＧＣＣＣＡＡＧＡＴＧ－
ＣＣＣＴＲＣＡＧＴ－３′，产物为１２０ｂｐ。经１５ｇ／Ｌ琼脂糖

凝胶电泳后用凝胶成像系统（Ａｌｐｈａ　Ｉｎｎｏｔｅｃｈ，ＵＳＡ）

分析检测电泳图像吸光度值，以ｎｅｐｈｒｉｎ和内参照

ＧＡＰＤＨ的吸光度之比作为检测指标的相对表达量。

１．４　免疫印迹测定足细胞ｎｅｐｈｒｉｎ的表达　用含

１０ｇ／Ｌ蛋白酶抑制剂的ＰＬＣ细胞裂解液提取肾组织

总蛋白，Ｂｒａｄｆｏｒｄ法进行蛋白定量后，５０μｇ上样于

１００ｇ／Ｌ　ＳＤＳ分离胶电泳，转膜后用含５０ｇ／Ｌ脱脂奶

粉的ＴＢＳＴ室温封闭１ｈ，加相应一抗（Ａｂｃａｍ公司，

１∶５００稀释）于４℃培育过夜后，辣根过氧化物酶耦

联的二抗室温培育１ｈ；与ＥＣＬ显色剂反应１ｍｉｎ，曝

光显影。结果应用凝胶成像系统（Ａｌｐｈａ　Ｉｎｎｏｔｅｃｈ，

ＵＳＡ）分析；以 ＧＡＰＤＨ 为内参照，所检测蛋白与之

的比值作为该蛋白表达的相对值。

１．５　统计学分析　计量资料以均数!标准差表示。

组间均数比较采用ＳＰＳＳ　１７．０统计学软件行方差
（ＡＮＯＶＡ）分析。检验水准为α＝０．０５。

２　结　　果

２．１　各组小鼠尿与血生化指标的检测结果　相比于

正常对照组，单纯给予阿霉素后小鼠出现明显的蛋白

尿、低蛋白血症、高胆固醇血症并伴有进行性肾功能

下降；但阿霉素注射后再给予阿利吉仑则小鼠上述情

况总体得到明显改善：尿蛋白减少，血清白蛋白上升，

血清肌酐则明显下降；但对胆固醇的影响则不明显
（表１）。
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ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｊｄｙｘｂ．ｃｎ；ｈｔｔｐ：／／ｙｘｘｂ．ｘｊｔｕ．ｅｄｕ．ｃｎ

表１　各组小鼠蛋白尿与血生化指标的比较

Ｔａｂ．１　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ　ｏｆ　ｐｒｏｔｅｉｎｕｒｉａ　ａｎｄ　ｂｌｏｏｄ　ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　ａｍｏｎｇ　ａｌｌ　ｇｒｏｕｐｓ

组 别 尿蛋白（ｍｇ／２４ｈ） 白蛋白（ｇ／Ｌ） 胆固醇（ｍｍｏｌ／Ｌ） 肌酐（μｍｏｌ／Ｌ）

正常对照组 ０．５５±０．１５　 ５１．９０±３．５８　 ２．７０±０．２８　 ３７．５８±１．１８
阿霉素组 ２．２１±０．３８＃ ２９．５６±４．８３＃ ４．９５±０．３３＃ ６３．５９±３．５０＃

阿霉素＋阿利吉仑组 １．１８±０．２１＊ ４１．１２±４．２２＊ ４．５３±０．４５　 ４９．２７±２．７６＊

　与正常对照组比较，＃Ｐ＜０．０５；与阿霉素组比较，＊Ｐ＜０．０５。

２．２　各组小鼠肾脏组织学的病理改变　与正常对照
组比较，单纯注射阿霉素６周后小鼠肾脏组织学改变
包括进展性局灶节段肾小球硬化、肾间质广泛纤维化
和肾小管萎缩。而阿利吉仑可显著改善阿霉素导致
的上述病理改变（Ｐ＜０．０５，表２，图１）。

２．３　各组肾组织足细胞ｎｅｐｈｒｉｎ　ｍＲＮＡ及蛋白表达　
单纯阿霉素肾病小鼠ｎｅｐｈｒｉｎ　ｍＲＮＡ的水平较正常
对照组明显下降（Ｐ＜０．０５），但给予阿利吉仑干预后

ｎｅｐｈｒｉｎ　ｍＲＮＡ表达显著回升（Ｐ＜０．０５）。肾组织

ｎｅｐｈｒｉｎ蛋白表达亦具有类似的变化趋势（图２、图３）。
表２　阿利吉仑对阿霉素肾病小鼠肾组织病理损害的影响

Ｔａｂ．２　Ｅｆｆｅｃｔｓ　ｏｆ　ａｌｉｓｋｉｒｅｎ　ｏｎ　ｒｅｎａｌ　ｈｉｓｔｏｌｏｇｙ　ｏｆ　ｍｉｃｅ　ｗｉｔｈ

ａｄｒｉａｍｙｃｉｎ　ｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙ

组 别
肾小球硬化

半定量评分

肾小管间质损伤

半定量评分

正常对照组 ０．０１±０．００１　 ０．０１±０．００１
阿霉素组 ０．８０±０．２１＃ １．６５±０．１７＃

阿霉素＋阿利吉仑组 ０．３９±０．１５＊ ０．６１±０．０５＊

　与正常对照组比较，﹟Ｐ＜０．０５；与阿霉素组比较，＊Ｐ＜０．０５。

图１　阿利吉仑对阿霉素肾病小鼠肾脏病理损害的影响

Ｆｉｇ．１Ｅｆｆｅｃｔｓ　ｏｆ　ａｌｉｓｋｉｒｅｎ　ｏｎ　ｒｅｎａｌ　ｈｉｓｔｏｌｏｇｙ　ｏｆ　ｍｉｃｅ　ｗｉｔｈ　ａｄｒｉａｍｙｃｉｎ　ｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙ（Ｍａｓｓｏｎ　ｓｔａｉｎｉｎｇ，×２００）

Ａ：正常对照组；Ｂ：阿霉素组；Ｃ：阿霉素＋阿利吉仑治疗组。

图２　各组ｎｅｐｈｒｉｎ　ｍＲＮＡ的表达

Ｆｉｇ．２Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｏｆ　ｎｅｐｈｒｉｎ　ｍＲＮＡ　ｉｎ　ｅａｃｈ　ｇｒｏｕｐ
１～３：正常对照组；４～６：阿霉素组；７～９：阿霉素＋阿利吉仑组。

与正常对照组比较，＃Ｐ＜０．０５；与阿霉素组比较，＊Ｐ＜０．０５。

图３　各组肾组织ｎｅｐｈｒｉｎ蛋白的表达

Ｆｉｇ．３Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｏｆ　ｎｅｐｈｒｉｎ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ｉｎ　ｅａｃｈ　ｇｒｏｕｐ
１～３：正常对照组；４～６：阿霉素组；７～９：阿霉素＋阿利吉仑组。

与正常对照组比较，＃Ｐ＜０．０５；与阿霉素组比较，＊Ｐ＜０．０５。
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３　讨　　论

大量研究已经证实ＲＡＳ系统阻断剂可延缓慢性
肾脏病的进展，如 ＣＯＯＰＥＲＡＴＥ［２］及 ＲＥＮＡＡＬ
等［３］研究已证实ＡＣＥＩ或ＡＲＢ类药物能延缓慢性肾
脏病的进展。但目前常用的ＲＡＳ抑制剂有其不足之
处：长期应用 ＡＣＥＩ可导致“血管紧张素Ⅱ逃逸”现
象；ＡＲＢ 类药物则可导致血管紧张素 Ⅱ 型受体
（ＡＴ２）的激活，ＡＴ２的过度激活能导致心脏肥大和
血管纤维化等不良后果。且ＡＣＥＩ和ＡＲＢ均可升高
血浆肾素活性，血浆肾素活性升高是导致高血压患者
心梗的危险因素，还与肾功能不全密切相关。直接肾
素抑制剂阿利吉仑可阻断ＲＡＳ系统首步反应的限速
酶，可更彻底的抑制ＲＡＳ系统，避免血管紧张素Ⅱ逃
逸现象，不会激活任何亚型的血管紧张素受体。基于
阿利吉仑的上述特点，自该药面世以来，其对肾脏的
保护作用即被密切关注。但该药与肾脏病的关系研
究目前主要集中于糖尿病继发肾损害。研究发现其
可减少糖尿病肾病的蛋白尿，延缓肾小球硬化进展；
且有 报 道 其 抑 制 间 质 纤 维 化 的 作 用 要 强 于

ＡＣＥＩ［４－６］。本研究利用小鼠阿霉素肾病模型观察阿
利吉仑的肾脏保护作用，结果显示小鼠阿霉素肾病模
型类似于人类的局灶节段性肾小球硬化；病理学特征
性表现为进展性肾小球硬化及小管间质损害等［７］，是
研究人类肾小球疾病的重要模型之一。本实验给予
阿霉素注射６周后小鼠表现出以蛋白尿、低蛋白血
症、高脂血症和肾功能损害为特征的阿霉素肾病；病
理显示阿霉素导致小鼠出现进展性肾小球硬化和肾

小管间质损害。相比于单纯给予阿霉素，给予阿霉素
后再给予阿利吉仑干预，尿蛋白则显著改善，血清白
蛋白上升，明显延缓了肾功能恶化；并可较为明显地
减轻肾小球硬化和肾小管间质损害；提示阿利吉仑对
阿霉素肾损害有良好的保护作用。

ＲＡＳ系统阻断剂延缓慢性肾脏病的进展一方面
是通过改善肾小球血流动力学；另一方面，除已经证
实的通过抑制促细胞外基质合成因子及抑制抗细胞

外基质降解因子而抑制间质纤维化，还包括介导和参
与足细胞的保护作用。足细胞具有ＡｎｇⅡ的１型受
体（ＡＴＲ１）［８］，并在应激时表达上调［９］；由 ＡＴ１受体
传递的强化信号可导致足细胞损伤，蛋白漏出，激活
相关化学因子和细胞因子，最终引起间质纤维化和肾
功能的丧失。因此，作者进一步对阿利吉仑降低蛋白
尿，改善肾组织损害等肾脏保护作用是否与足细胞相
关进行研究。ｎｅｐｈｒｉｎ是足细胞分泌产生的对维持足
突结构及裂孔膜的完整性具有重要作用的蛋白，

ｎｅｐｈｒｉｎ表达减少，将影响肾小球滤过膜的完整性，导
致蛋白尿的产生。本研究发现注射阿霉素后小鼠肾
组织ｎｅｐｈｒｉｎ　ｍＲＮＡ及蛋白表达均显著减少，而给
予阿利吉仑干预后，阿霉素导致的小鼠ｎｅｐｈｒｉｎ　ｍＲ－
ＮＡ及蛋白表达下调的现象得到明显改善。提示阿
利吉仑可以上调ｎｅｐｈｒｉｎ　ｍＲＮＡ及蛋白表达，起到
修复足细胞损伤的作用，从而维持足细胞正常功能。
新近亦已有少量研究提示阿利吉仑对足细胞有保护

作用：如ＰＨＩＬＬＩＰＳ［１０］发现阿利吉仑可下调高糖环
境下小鼠足细胞的凋亡；ＲＡＳＨＩＫＨ［１１］应用电镜观

察阿霉素肾病大鼠肾小球超微结构发现，阿霉素可导
致足细胞足突基部宽度增加以及足细胞裂孔直径减

小，而阿利吉仑可明显改善阿霉素导致的足突基部增
宽及裂孔直径减小。还有报道发现阿利吉仑可改善
转肾素基因大鼠蛋白尿的同时，亦可上调其足细胞

ｐｏｄｏｃｉｎ的表达［１２］。这些均提示阿利吉仑对阿霉素
导致的小鼠肾损害具有保护作用，可能部分与其对足
细胞的保护作用相关。
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５期 韦素华，张　梅，王梦昌，等．生发中心与非生发中心型弥漫大Ｂ细胞淋巴瘤的发病特点及预后因素分析

ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｊｄｙｘｂ．ｃｎ；ｈｔｔｐ：／／ｙｘｘｂ．ｘｊｔｕ．ｅｄｕ．ｃｎ

∶ＧＣＢ＝３∶１，ｎｏｎ－ＧＣＢ型更常见；二者发病年龄无
显著差异，男女比例无显著差异，说明本研究中ＧＣＢ
型与ｎｏｎ－ＧＣＢ型有很好的可比性；在ＧＣＢ型中原发
于淋巴结外占６４．３％，而ｎｏｎ－ＧＣＢ型原发于淋巴结
外占５２．４％，二者差异无统计学意义；ＧＣＢ型中原
发于胃肠道占３５．７％，ｎｏｎ－ＧＣＢ型原发于胃肠道占

１９．８％，ＧＣＢ型中原发于胃肠道明显高于ｎｏｎ－ＧＣＢ
型，差异有统计学意义；一般胃肠道的淋巴瘤预后较
其他部位好。本研究结果显示，ＧＣＢ型中原发于胃
肠道明显高于ｎｏｎ－ＧＣＢ型［６］，这可能是ＧＣＢ型预后
好于ｎｏｎ－ＧＣＢ型的原因之一。有报道显示，Ｋｉ６７高
表达水平是影响ＤＬＢＣＬ患者的独立预后因素，ＬＤＨ
水平、Ａｎｎ　Ａｒｂｏｒ分期、ＩＰＩ评分为独立预后因素［７］，
本研究结果显示，ＧＣＢ型Ｋｉ６７水平（≥８０％）、ＩＰＩ评
分（３－５）均低于ｎｏｎ－ＧＣＢ型，间接提示 ＧＣＢ型预后
可能会好于ｎｏｎ－ＧＣＢ型，与已有研究结果一致［４－５］；
有研究指出，年龄大于６０岁患者长期生存率低［５］，而
本研究显示年龄段在６０岁以上（包括６０岁），ｎｏｎ－
ＧＣＢ型和ＧＣＢ型发病人数无显著性差异。进一步
继续随访这些病例的治疗效果、总生存期，将能更准
确地评估ＧＣＢ型和ｎｏｎ－ＧＣＢ型预后的差别。
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